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Resumen
El biocontrol a comparación de los insecticidas químicos es una alternativa para reducir el
tamaño poblacional de un organismo de una forma amigable con el medio ambiente, las
diferentes interacciones y mezclas entre compuestos plaguicidas son una opción novedosa
para reducir la generación de resistencia de los mosquitos hacia los insecticidas más usados
en el mundo. En este estudio se determinó el efecto del aceite de nim (Azadirachta indica)
en combinaciones con el hongo Metarhizium anisopliae frente a larvas de Anopheles
albimanus; para lo cual se realizaron 3 pruebas frente al vector: 1) la virulencia del hongo
M. anisopliae de manera independiente, 2) la toxicidad del extracto de A. indica de manera
independiente, 3) la interacción del hongo y el extracto de nim frente al vector. La
Concentración letal 50 frente a las larvas de Anopheles albimanus al cabo de 5 días en el caso
de M. anisopliae fue de 3,26 x 105 conidios ml-1 y del extracto Azadirachta indica fue de 16
ppm; las mezclas de A. indica y An. albimanus causaron un efecto sinérgico con una
mortalidad del 100% al cabo de 5 días. Por otro lado, la presencia del extracto de Azadirachta
indica en la concentración de 1 ppm no afecta la germinación de conidios de hongo M.
anisopliae, y extracto no afecta su crecimiento. Lo anterior, indica que tanto M. anisopliae,
como el aceite de nim son una buena alternativa para controlar larvas de An. albimanus y se
pueden considerar buenos candidatos para futuros programas de control biológico de uno de
los vectores de la malaria esto con el fin de reducir la incidencia de esta enfermedad en el
futuro.
Palabras clave: Biocontrol, sinergia, Anopheles-albimanus, Hongos-biocontroladores,
Aceite-de-nim.
Abstract
Biocontrol compared to chemical insecticides is an alternative to reduce the population size
of an organism in a enviromental friendly way. The different interactions and mixtures
between organic compounds are an alternative to reduce mosquitoes´ resistance to the most
commonly used insecticides.. In this study the effect of neem oil (Azadirachta indica) in
combinations with the fungus Metarhzium anisopliae against larvae of Anopheles albimanus
was determined. Three tests were done against the vector: 1) the virulence of the fungus M.
anisopliae independently, 2) the toxicity of the extract of A. indica independently and 3) the
interaction of the fungus and the extract of neem against the vector. The lethal concentration
50 against the larvae of Anopheles albimanus in the case of M. anisopliae was 3.26x105
conidia ml-1 and the extract Azadirachta indica was 16 ppm; mixtures of A. indica and An.
albimanus caused a synergistic effect with 100% mortality after 5 days. Otherwise, the
presence of the extract of Azadirachta indica in the concentration of 1ppm does not affect
the germination of M. anisopliae conidia and extract does not affect fungus growth. The
results indicate that both, M. anisopliae and neem oil are good alternatives to control larvae
of An. albimanus and can be considered for future programs of biological control of malaria
vectors in order to reduce the its incidence in the future.
Keywords: Biocontrol, Synergy, Anopheles-albimanus, Fungi-biocontrollers, Nim-oil.
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Introducción
Los mosquitos (Díptera: Culicidae) son conocidos por ser organismos vectores que
transmiten diferentes patógenos provocando enfermedades en diferentes animales (1), como
es el caso del genero Aedes el cual es vector de diferentes arbovirus como los virus del zika,
el dengue y la fiebre amarilla; por otro lado el género Anopheles es el responsable de
transmitir la malaria en humanos (2). Actualmente en la familia Culicidae se reconocen 2
subtribus y 38 géneros (3), en donde el género Anopheles de la subtribu Anophelinae es el
único que puede transmitir los protozoarios del género Plasmodium responsables del
paludismo (4); cada año a nivel mundial se reportan 500 millones de casos de esta
enfermedad, de los cuales aproximadamente 1 millón desencadena en muertes (5).
Colombia se ubica en una zona tropical con una gran variedad de climas que proporciona un
ambiente propicio para el desarrollo abundante de los mosquitos del género Anopheles (6),
lo cual permite que sea endémico para esta patología. En el país la morbilidad por parte de
la malaria que se ha mantenido constante desde 1900 al 2009 en aproximadamente unos
150.000 casos anuales (7, 8); sin embargo, la mortalidad ha disminuido de 180 a 45 casos
por año en el mismo periodo de tiempo (8). A pesar de las medidas que se toman para prevenir la
propagación de esta enfermedad, el costo económico que se estimó para el control de los mosquitos
del género Anopheles en el 2012 fue de US 936.253 (9). En los últimos años en el área de la

ecoepidemiología nace la urgente y controvertida preocupación de que, debido al cambio
climático y los cambios en el uso de la tierra a nivel mundial, se ve afectada la distribución,
la intensidad y la estacionalidad de las enfermedades transmitidas por vectores. La
transmisión de la malaria depende de las condiciones de crecimiento óptimas tanto para el
vector, como para el parasito y por ello el aumento drástico en la incidencia de la malaria a
nivel mundial puede atribuirse a factores climáticos, sociales políticos y demográficos (10–
12). Caminade y colaboradores (2014) estimaron que para el año 2050 y 2080, aumente la
incidencia de la malaria a nivel mundial específicamente en regiones que se encuentren por
encima de 1000 m.s.n.m. (13).
De las 460 especies de Anopheles actualmente reportadas se han reconocido 100 de ellas
como vectores de la malaria y sólo de 30 a 40 especies como vectores de los protozoarios
más comunes del género Plasmodium que causan esta enfermedad, como lo son P. malariae,
P. ovale, P. falciparum, P. vivax y P. knowlesi (14). En América latina la mayoría de los
investigadores consideran en general a An. darlingi el vector más ampliamente distribuido
de la malaria y a An. albimanus como uno de los más importantes, debido a que se considera
que se adapta muy bien a los diferentes ecosistemas costeros y se distribuye ampliamente por
centro América y una pequeña parte de sur América (15, 16). Los principales vectores de la
malaria en Colombia son An. darlingi, An. albimanus y An. nuneztovari (17), ya que el país
proporciona diferentes condiciones ambientales que favorecen la adaptación de los
mosquitos (18).
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En Colombia An. albimanus se distribuye a lo largo de las costas de los océanos Atlántico y
Pacífico, principalmente en las zonas periurbanas y rurales en donde se ha reportado una
relación entre la abundancia de los adultos de este insecto con la transmisión de la malaria
(19). Se ha reportado que An. albimanus transmite los protozoarios P. falciparum y P. vivax
(17), pero en Colombia solamente se ha reportado la infección de An. albimanus con P. vivax
a lo largo del pacifico (20).
Un factor que influye en la distribución de los mosquitos es el fenómeno del niño (NiñoOscilación del Sur, ENOS o ENSO) que afecta las condiciones climáticas globales cada 2 a
7 años y se ha relacionado con el aumento de casos de malaria en áreas donde An. albimanus
es el principal vector de la malaria además de otros factores que no han sido ampliamente
estudiados como los cambios en la demografía, en el uso de las tierras y la resistencia a
insecticidas entre otros (10, 21, 22).
A principios de la década de 1940 se crearon los insecticidas órganoclorados, cuyo objetivo
era controlar la población de mosquitos. En ese entonces, estos productos químicos
disminuyeron los problemas relacionados con estos vectores, pero a principios del año 1950
estos insectos comenzaron a generar resistencia y desde ese entonces los científicos han
intentado generar nuevos compuestos o técnicas para controlarlos (23). En el siglo XX se
generó y se utilizó el dicloro difenil tricloroetano (DDT), el primer insecticida orgánico
sintético para controlar los mosquitos vectores, el cual tuvo un gran impacto pero presentaba
efectos nocivos tanto en la salud de los seres humanos, como de otros seres vivos y asimismo
los mosquitos comenzaron a generar resistencia; fue entonces cuando se consideró la idea de
utilizar otros compuestos o técnicas que tengan actividad insecticida frente a los mosquitos
(24, 25). Por esta razón la asamblea mundial de la salud (AMS) solicitó que se adoptaran
nuevas estrategias para el control de plagas lo que se conoce como el manejo integrado de
plagas (MIP), el cual reúne una gran variedad de métodos , como por ejemplo, por medio de
la introducción de bacterias modificadas genéticamente, plaguicidas sintéticos, el control
biológico entre otros (12, 13, 26); también analiza las repercusiones a nivel ambiental,
ecológico, social y cultural (21, 27).

El biocontrol tiene como objetivo reducir el tamaño poblacional de un organismo no deseado
a partir de otro organismo o un componente del mismo, frecuentemente se utilizan los
enemigos naturales como los depredadores, competidores, parásitos y patógenos (26). Este
método ha sido estudiado ampliamente durante los últimos 30 años, ya que es una alternativa
al uso indiscriminado de agroquímicos, debido a que los organismos biocontroladores
presentan leves efectos para la salud de los seres humanos y hacia otros seres vivos en el
medio ambiente como también mayor especificidad, por esta razón se utilizan para controlar
los vectores transmisores de enfermedades; en Anopheles se han usado diferentes organismos
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como controladores tales como las bacterias, parásitos microsporidicos, virus, nemátodos,
peces depredadores de Culicidae, hongos entomopatógenos y extractos de plantas (28–30).
Las plantas y sus diferentes extractos han sido utilizadas para manejar las poblaciones de
mosquitos debido a sus propiedades repelentes o insecticidas, y se ha evaluado la
combinación de diferentes componentes u organismos biocidas con el fin de garantizar
eficacia y seguridad en el control de la plaga (31, 32).. Existen muchos productos botánicos
que sirven para el control de mosquitos, pero los extractos de la planta Azadirachta indica
presentan una gran actividad larvicida frente a diferentes mosquitos vectores que trasmiten
múltiples parasitos como lo es la malaria, filariasis, dengue y chikungunya (33); cabe resaltar
que las investigaciones de la planta A. indica son respaldadas debido a que la unión Europea
en el año 2012 calificó a los extractos de esta planta como un biocida seguro (34). Durante
los últimos años la importancia de A. indica ha aumentado, debido a la gran cantidad de
estudios científicos que comprueban sus propiedades medicinales e insecticidas (35). Esta
especie vegetal, es eficaz como larvicida ya que debilita el sistema inmune en los insectos
permitiendo la penetración de microorganismos patógenos (33). Se ha usado el aceite de nim
(un extracto de A. indica) en An. gambiae y An.stephensi, en las cuales ha mostrado resultados
positivos como larvicida (33, 36), Se ha comprobado su actividad larvicida en condiciones
de campo frente al vector An. albimanus sin embargo en este estudio no se conoce la cantidad
del compuesto activo responsable del efecto larvicida y ovocida (37)
Por otro lado, también se han utilizado más de 750 especies de hongos entomopatógenos para
el control biológico (38). Los hongos biocontroladores usados en Anopheles tales como
Coelomomyces, Culicinomyces, Beauveria y Metarhizium; eliminan los mosquitos a una
velocidad lenta, lo que es un inconveniente si se compara con los pesticidas químicos, pero
tienen la ventaja de que si se exponen a la cutícula del insecto, debilitan el sistema inmune
permitiendo su uso con otros compuestos pesticidas como lo son los extractos de las plantas
(14, 39). Los hongos más reconocidos a nivel mundial como biocontroladores son
Metarhizium anisopliae y Beauveria bassiana debido a que controlan una gran variedad de
plagas en insectos (40).
El hongo M. anisopliae ha sido usado ampliamente en el mundo como insecticida de manera
independiente o combinándolo con otros componentes, se han reportado cepas con actividad
en uno de 7 órdenes de insectos y presenta baja toxicidad frente a los seres humanos y a otros
seres vivos (41, 42). En cuanto a los mosquitos del género Anopheles se ha reportado la
actividad larvicida y mosquitocida de M. anisopliae en An. gambiae y An. sthepensi (43–46).
En los últimos años las investigaciones relacionadas con el MIP combinan nuevos
componentes insecticidas para maximizar el efecto insecticida contra las enfermedades
transmitidas por vectores y reducir la resistencia de los insectos, por lo que se ha propuesto
la mezcla de diferentes y novedosos extractos, compuestos u organismos (21, 47).
Modernamente, en el campo del control de plagas se utiliza la interacción farmacológica
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como una alternativa a los problemas actuales del uso masivo de insecticidas químicos, se
utilizan entre dos o más componentes pesticidas con el fin de maximizar el efecto contra el
organismo objetivo. Se reconocen 3 tipos de interacciones las cuales son: efecto aditivo (a),
efecto antagonista (b) y efecto sinérgico (c); en donde: a) aditivo, es que la combinación de
los compuestos genera un efecto combinado de cada compuesto independiente, b)
antagonista, es la combinación de los compuestos produce un menor efecto que cada
compuesto independiente y c) sinergia, es la combinación de los compuestos genera un efecto
aun mayor que los compuestos combinados (48, 49).
El efecto aditivo y el efecto sinérgico han sido considerados por muchos científicos como
una alternativa prometedora para combatir las plagas ya que tienen un leve impacto sobre el
medio ambiente y aumenta considerablemente el efecto hacia el insecto (50). Se ha
demostrado un efecto sinérgico al combinar Bacillus thuringiensis junto a A. indica frente a
las larvas de Aedes aegypti en laboratorio (28).
Al ser los efectos sinérgicos más eficientes que los compuestos independientes, estos son
investigados ampliamente explorando así nuevos organismos o extractos más eficaces como
plaguicidas (51, 52). Se ha comprobado el efecto sinérgico de varios extractos de plantas con
otros componente pesticidas, por ejemplo en condiciones de laboratorio se comprobó la
eficacia del extracto de A. indica en combinaciones con el hongo M. anisopliae en larvas de
Aedes aegypti en definitiva dio como resultado un efecto sinérgico, también se han evaluado
productos derivados del nim o A. indica en combinación con B. thuringiensis lo cual dio
como resultado un efecto sinérgico frente a larvas de A. aegypti (28). Por lo tanto, en esta
investigación se evaluó el efecto larvicida de forma individual y conjunta de M. anisopliae y
el extracto A. indica para el control de Anopheles albimanus.

Objetivos
General
Determinar el efecto larvicida del extracto de Azadirachta indica y el hongo Metarhizium anisopliae
de forma independiente y en combinaciones frente a larvas de Anopheles albimanus.
Específicos




Comparar el efecto larvicida en An. albimanus de manera independiente del extracto de
A. indica y del hongo entomopatógeno M. anisopliae
Determinar el efecto del extracto de A. indica sobre la germinación y el crecimiento en
M. anisopliae.
Evaluar la interacción del extracto de A. indica junto con el hongo entomopatógeno
M. anisopliae sobre la mortalidad en larvas de An. albimanus.
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Metodología

Mantenimiento de la colonia de Anopheles albimanus
Las larvas de An. albimanus se obtuvieron y se criaron gracias al insectario del Departamento
de Ciencias Básicas de la Universidad de la Salle, las larvas se mantuvieron en recipientes
plásticos de 40 cm de largo, 60 cm de ancho y 40 cm de alto, cada reciente contenía 1000 ml
de agua reposada; se alimentaron por medio de purina pulverizada (marca Dogshow), los
adultos se mantuvieron en jaulas y se alimentaron con sangre de curí Cavia porcellus; la
temperatura se mantuvo entre 25-30 °C y la humedad relativa entre 38-50% y el laboratorio
presentó un fotoperiodo de 12L: 12D.
Preparación de las diluciones de Metarhizium anisopliae
El hongo M. anisopliae se adquirió en la empresa Biológicos y Ecológicos, es una cepa
comercial y además la ficha técnica indicaba que era específico para larvas de mosquitos
(53), El hongo se sembró y se incubo en agar de papa y dextrosa (PDA) por 7 días. Se realizó
un recuento de conidios por medio de la cámara de Neubauer para confirmar la concentración
del hongo comercial en 1 gramo. Se realizaron 8 réplicas del recuento de conidios siguiendo
la metodología de García y colaboradores (54). En base al recuento de conidios se realizó un
ajuste en la concentración que se adicionaban a las larvas para cada concentración del hongo.
Preparación de las diluciones del extracto de A. indica
El extracto de A. indica se compró en la empresa Ibicol por medio del producto comercial
NeemAzal en donde la ficha técnica indico que posee 1.20% de azadirachtina el cual es el
compuesto activo insecticida (55), Se realizaron 5 diluciones seriadas con agua destilada y
Tween 80 al 0,05%, las diluciones que se utilizaron fueron desde 1000 ppm hasta 0,1 ppm
teniendo en cuenta la metodología de Gomes y colaboradores las diluciones se hicieron en
base al compuesto activo, la azadirachtina (56).
Pruebas de virulencia del hongo Metarhizium anisopliae frente a las larvas de Anopheles
albimanus
Se colocaron 10 larvas de 1ro y 2do estadio de An. albimanus en recipientes de vidrio en donde
se agregaron 100 ml de agua reposada, se realizaron 3 repeticiones por cada concentración y
se llevaron a cabo 3 réplicas del experimento.
Se analizaron 5 concentraciones del hongo de 1x103 conidios ml-1 hasta 1x107 conidios ml-1
previamente diluido en Tween 80 al 0,05% en cada tratamiento y el control negativo fue
Tween 80 al 0,05%, luego se realizó el conteo de la mortalidad de las larvas por 5 días en
donde se retiraron las larvas muertas diariamente.
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Toxicidad del extracto de A. indica contra las larvas de Anopheles albimanus
Se colocaron 10 larvas de 1ro y 2do estadio de An. albimanus en recipientes de vidrio en donde
se agregaron 100 ml de agua reposada, se realizaron 3 repeticiones por cada dilución y se
llevaron a cabo 3 réplicas del experimento.
Se analizaron 5 diluciones del extracto de A. indica previamente diluido en Tween 80 al
0,05% en cada tratamiento, las diluciones que se utilizaron fueron: (1000 ppm, 100 ppm, 10
ppm, 1 ppm y 0,1 ppm); el control negativo fue Tween 80 al 0,05%. Posteriormente se
determinó la mortalidad de las larvas por 5 días en donde se retiraron las larvas muertas
diariamente.
Efecto del extracto de A. indica sobre la germinación de conidios de M. anisopliae
Para estos 2 ensayos se utilizaron tres concentraciones del hongo las cuales fueron: 1x103
conidios ml-1 1x104 conidios ml-1 y 1x105 conidios ml-1. Por otro lado, del extracto de A.
indica se utilizaron tres diluciones las cuales son las siguientes: 1 ppm, 10 ppm y 100 ppm.
En los dos ensayos el control negativo fue Tween 80 al 0,05%.
Para el ensayo de germinación de conidios se determinó la actividad antimicrobiana de A.
indica frente a la germinación del hongo M. anisopliae siguiendo la metodología de García
y colaboradores (54) en donde se utilizaron 3 cajas de Petri con 15 ml del medio Agar Papa
Dextrosa (PDA) por cada dilución del extracto de A. indica. Cuando se prepararon los medios
PDA se adicionaron las respectivas diluciones del extracto de A. indica y ácido láctico al
10% esto con el fin de inhibir el crecimiento de bacterias. Después de haber servido los
medios en las respectivas cajas de Petri se adicionaron tres alícuotas de 30 µl de una
concentración del hongo de 1x105 conidios ml-1 a lo largo del medio y se dejaron incubando
a 28°C por 20 h. Posteriormente se seleccionaron fragmentos de agar inoculados con las
alícuotas y con estos se montaron en láminas adicionándoles azul de lactofenol y se procedió
a observar la germinación de los conidios en el microscopio óptico a 40x en 10 campos por
muestra, se realizaron 3 repeticiones del conteo por cada dilución del extracto de A. indica.
Se consideró que los conidios germinaron cuando se observó que el tubo germinal era igual
o mayor que los conidios independientes, luego se calculó el porcentaje de germinación por
medio de la fórmula:
% 𝑑𝑒 𝑔𝑒𝑟𝑚𝑖𝑛𝑎𝑐𝑖ó𝑛 =

# 𝑑𝑒 𝑐𝑜𝑛𝑖𝑑𝑖𝑜𝑠 𝑔𝑒𝑟𝑚𝑖𝑛𝑎𝑑𝑜𝑠
𝑥 100
# 𝑑𝑒 𝑐𝑜𝑛𝑖𝑑𝑖𝑜𝑠 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙𝑒𝑠

Efecto del extracto de A. indica sobre el crecimiento del hongo M. anisopliae in vitro
Para el ensayo de crecimiento micelial se evaluó la actividad antimicrobiana de A. indica
frente al crecimiento del hongo M. anisopliae por medio del método de difusión de pozos
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siguiendo la metodología propuesta por Balouiri y colaboradores (57), en donde se utilizaron
3 cajas de Petri con 20 ml del medio PDA en las siguientes diluciones del extracto de A.
indica 10 ppm, 100 ppm y 1000 ppm. Nuevamente al preparar los medios PDA se agregó
ácido láctico al 10%, luego se perforó un orificio de 6 mm de diámetro y se introdujo una
alícuota de 100 µl del extracto de A. indica dentro del pozo, después se sembró el hongo en
cuatro puntos alrededor del pozo equidistantes de 5 mm, por otro lado el hongo presentaba
una concentración de 1x107 conidios ml-1 y se dejó incubando el hongo a 28°C por 5 días. Al
pasar los días se determinó y se midió el halo de inhibición por cada dilución del extracto de
A. indica. En el ensayo el control negativo fue Tween 80 al 0,05%.
Interacción del hongo Metarhizium anisopliae junto con el extracto de A. indica para el
control de las larvas de Anopheles albimanus
Para este ensayo se escogieron tres concentraciones del hongo de 1x103 conidios ml-1, 1x104
conidios ml-1 y 1x105 conidios ml-1 que ocasionaron una mortalidad del 30% al 50% de forma
independiente en las larvas de An. albimanus (al cabo de 5 días) así mismo se escogió la
dilución del extracto de 1ppm debido a que ocasionó una mortalidad del 40% de forma
independiente en las larvas de An. albimanus (al cabo de 5 días).
Se colocaron 10 larvas de 1ro y 2do estadio de An. albimanus en recipientes de vidrio en donde
se agregaron 100 ml de agua reposada, se realizaron 3 repeticiones por cada mezcla entre las
concentraciones del hongo y las diluciones del extracto, luego se determinó la mortalidad de
las larvas por 5 días en donde se retiraron las larvas muertas diariamente. El control negativo
fue Tween 80 al 0,05%.
Análisis experimental
Se siguió la metodología propuesta por Sun & Johnson del 1960 para corregir el porcentaje
de mortalidad (58). La fórmula que utilizo es:
[(T-C)/(100-C)] x 100
Donde T: Porcentaje de mortalidad en las diferentes diluciones y C: Porcentaje de mortalidad
en el control.
En la metodología del efecto del extracto de A. indica sobre la germinación de los conidios
del hongo M. anisopliae se realizó un ANOVA y se utilizaron los porcentajes de germinación
por cada tratamiento.
En la metodología del efecto del extracto de A. indica sobre el crecimiento micelial del hongo
Metarhizium anisopliae se realizó una regresión simple utilizando el radio del halo de
inhibición versus la concentración del extracto evaluada por cada tratamiento.
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Se determinó la concentración letal 50 (LC50) del hongo M. anisopliae y del extracto de A.
indica de forma independiente gracias al programa TRAP (59).
Para determinar el efecto de la interacción farmacológica como la LC50 del hongo M.
anisopliae en conjunto con el extracto de A. indica, se siguió la metodología propuesta por
Lemes y colaboradores (60). Con ayuda de la fórmula:
P=1-(1-P1)(1-P2)
Con base en los resultados de la actividad independiente tanto del hongo M. anisopliae y del
extracto A. indica, se definieron las proporciones P en donde P1 y P2 representan la cantidad
de larvas muertas para los tratamientos con M. anisopliae y A. indica respectivamente, y en
base a estas proporciones se halla el P esperado calculándolo en base a la actividad
independiente de los compuestos, después se realizó una prueba de Chi-cuadrado para
determinar el efecto de las mezclas, por medio de la posible significancia entre la observada
y la esperada.

Resultados
Al realizar el recuento de conidios del hongo M. anisopliae en la cámara de Neubauer se
obtuvo una concentración de 4,48x109 conidios ml-1. El hongo M. anisopliae demostró ser
un buen controlador de las larvas de An. albimanus ya que a mayor concentración mayor
porcentaje de mortalidad (Figura 1). Las concentraciones que lograron una mortalidad del 30
al 70% en las larvas de An. albimanus pasados unos 5 días fueron 1x103 conidios ml-1, 1x104
conidios ml-1, 1x105 conidios ml-1 y 1x106 conidios ml-1. Debido a esto, estas concentraciones
se pueden llegar a usar conjuntamente con otras diluciones del extracto de A. indica para
maximizar el efecto larvicida frente a las larvas de An albimanus; por otro lado, la
concentración 1x107 conidios ml-1 fue lo suficientemente alta como para eliminar al 100%
las larvas de An albimanus al cabo de 5 días (Figura 1).
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Figura 1: Curva de supervivencia de larvas de Anopheles albimanus expuestas a diferentes
concentraciones de conidios de Metarhizium anisopliae.
Luego, al usar el extracto de A. indica de manera independiente se encontró que las diluciones
que ocasionaron una mortalidad entre el 20% y el 40% de mortalidad en las larvas de An.
albimanus al cabo de 5 días fueron las de 0,1 ppm, 1 ppm y 10 ppm; a mayores
concentraciones se ocasionaba una mortalidad próxima del 100% en menos días (Figura 2).
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Figura 2: Curva de supervivencia de larvas de Anopheles albimanus expuestas a diferentes
diluciones del extracto de Azadirachta indica.
La concentración letal 50 del hongo M. anisopliae 50 fue de 326.587 conidios ml-1 y la del
extracto de A. indica fue 16 ppm en larvas de An. albimanus (Tabla 1).
Tabla 1: Concentración letal 50 (CL50) de conidios de Metarhizium anisopliae y diluciones
del extracto de Azadirachta indica frente a larvas de Anopheles albimanus
Organismo
M. anisopliae
A. indica

CL50
(conidios ml-1) o (ppm)
326.587
16

Intervalo de confianza
72.610-1´472.312
3,9-70

Previo al ensayo de actividad larvicida de las mezclas del hongo y el nim, se evaluó sí el
extracto de A. indica podría afectar la germinación de conidios de M. anisopliae, para lo cual
se utilizaron las diluciones del extracto que ocasionaron entre el 20 y el 95 % de la mortalidad
en An. albimanus en un tiempo de 5 días (100 ppm, 10 ppm y 1 ppm) y se utilizó la
concentración del hongo de 1x105 conidios ml-1 debido a que ocasionó una mortalidad del
45% en las larvas de An. albimanus, Obteniendo los resultados que se presentan en la (Figura
3)
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Figura 3: Porcentaje de germinación de conidios de M. anisopliae a una concentración de
1x105 conidios ml-1, en presencia de diferentes concentraciones del extracto de A. indica.
El extracto de A. indica a concentraciones de 10 ppm y 100 ppm si afectan la germinación
de conidios, debido a que al realizar el análisis de varianza el valor de p obtenido fue menor
a0,05, lo que indica una diferencia significativa en el porcentaje de conidios germinados con
respecto al control; por consiguiente la única dilución que se podría llegar a utilizar para
realizar las mezclas sería la de 1 ppm (Figura 3).
Al utilizar la dilución del extracto de A. indica de 1 ppm en las concentraciones de1x103
conidios ml-1, 1x104 conidios ml-1 y 1x105 conidios ml-1 del hongo M. anisopliae se encontró
que los conidios que germinaron tanto en el control como en las tres concentraciones
presentaron en promedio un valor entre el 60-70% (Figura 4). Al realizar el análisis de
varianza se encontró que la dilución del extracto no afecta la germinación del hongo en las
tres concentraciones previamente mencionadas, debido a el valor de p que se obtuvo fue de
0,151.;

pág. 19

100

Porcentaje de germinación (%)

90
80
70
60
50
40
30
20
10
0
Control

1x10 3

1x10 4

1x10 5

Concentraciones de M. anisopliae (conidios ml -1 )

Figura 4: Porcentaje de germinación de conidios de M. anisopliae en presencia de 1 ppm del
extracto de A. indica.
Las concentraciones del extracto de A. indica desde 10 ppm hasta 1000 ppm no inhibieron el
crecimiento micelial del hongo, ya que no se observaron halos de inhibición pese a que se
utilizaron concentraciones que disminuyeron la germinación de conidios, a modo de ejemplo
se presentan los resultados de las concentraciones 10 ppm y 1000 ppm en la figura 5.
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Figura 5: Crecimiento micelial de M. anisopliae de la concentración 1x107conidios ml-1
expuesto al método de difusión en pozo a diferentes diluciones del extracto de A. indica. A)
Control, B) 1000 ppm, C) 10 ppm.
Debido a que la dilución del extracto de A. indica de 1 ppm no inhibió la germinación de
conidios, ni el crecimiento del hongo, se utilizó esta concentración e mezclas con 1x103
conidios ml-1, 1x104 conidios ml-1 y 1x105 conidios ml-1 del hongo, para conocer la actividad
larvicida conjunta frente a las larvas de An. albimanus (Figura 6).
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Figura 6: Curva de supervivencia de larvas de Anopheles albimanus expuesto a diferentes
concentraciones del hongo Metarhizium anisopliae en combinación con la dilución de 1 ppm
de Azadirachta indica.
Al comparar la actividad larvicida de las mezclas del hongo M. anisopliae y del extracto A.
indica en comparación del efecto independiente de estos dos compuestos insecticidas, se
observó que al cabo de 5 días en todas las combinaciones se halló una mortalidad en las larvas
de An. albimanus del 100% a comparación del efecto de los compuestos de forma
independiente que ocasionaron una mortalidad inferior al 60% como se puede observar en la
tabla 2. Además, el valor de p del chi cuadrado confirmo el efecto sinérgico del hongo y del
extracto ya que la significancia en las tres mezclas fue igual o menor a 0,01.

Tabla 2: Actividad larvicida del hongo Metarhizium anisopliae y del extracto Azadirachta
indica en larvas de Anopheles albimanus; los dos asteriscos indican diferencias significativas
en P<0,01, y los tres asteriscos en p<0,001.
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Tratamiento

M.
anisopliae

A. indica

M.
anisopliae +
A. indica

Concentración
1x103
conidios/ml
1x104
conidios/ml
1x105
conidios/ml
1 ppm
1x103
conidios/ml +
1 ppm
1x104
conidios/ml +
1 ppm
1x105
conidios/ml +
1 ppm

Mortalidad (%)
Observada Esperada

2

Valor de p
-

35

-

-

43

-

-

60

-

-

43

-

-

100

62

21,80711

0,001***

100

67

15,63753

0,001***

100

77

6,734

0,01**

-

Discusión
El control de mosquitos se está fortaleciendo con el descubrimiento de nuevos biocidas de
origen vegetal y microbiano sin embargo todavía sigue habiendo muchos desafíos, como la
creciente resistencia de los mosquitos y la falta de insecticidas rentables y seguros (61). Por
esta razón se deben promover compuestos que se puedan llegar a usar en campo teniendo en
cuenta las implicaciones a largo plazo tanto en el medio ambiente como en la salud y
seguridad de las personas. Por consiguiente, en este estudio se utilizaron diferentes
concentraciones del hongo M. anisopliae y diferentes diluciones del extracto de A. indica
para controlar larvas de An. albimanus en condiciones de laboratorio..
El extracto etanólico de A. indica ha demostrado ser un buen biocida frente a las larvas de
An. stephensi en altas concentraciones (62, 63). En una investigación de Dua y colaboradores
se puso a prueba el efecto larvicida de A. indica en tres especies de mosquito las cuales son
Aedes aegypti, Culex quinquefasciatus y Anopheles stephensi, el extracto contenía 0,15% de
azadirachtina el compuesto activo insecticida y se encontró una CL50 cercano a 1,7 ppm del
extracto para las 3 especies de mosquitos al cabo de los 2 dias (33); en otro estudio utilizaron
un extracto de aceite de nim que tenía 0,03% de azadirachtina y a los 8 días se halló una
CL50 de 11 ppm del extracto en Anopheles gambiae (36). A comparación de la CL50 de 16
ppm contra a Anopheles albimanus en este caso el extracto de A. indica tenía 1,20% de
pág. 22

azadirachtina y la CL50 frente a las larvas de An. albimanus fue de 16 ppm (Tabla 1), la cual
es mayor a las concentraciones letales 50 previamente determinadas en larvas de Anopheles
gambiae, Aedes aegypty, Culex quinquefasciatus, y Anopheles stephensi.
El hongo M. anisopliae frente a las larvas de An. stephensi redujo la viabilidad del insecto
cuando se utilizaba en altas concentraciones: 1x105 conidios ml-1 - 1x107 conidios ml-1 (44,
64, 65). La actividad larvicida del hongo frente a larvas de 3er y 4to estadio del mosquito
Aedes albopictus mostró una CL50 de 1x105 conidios ml-1 (66), en otro estudio en el que se
determinó la actividad larvicida frente a Culex quinquefasciatus se encontró una CL50 mayor
de 1.7x107 conidios ml-1 al cabo de 4 dias (67), por otra parte en un estudio en larvas de 4to
estadio de Culex pipiens se encontró una CL50 5.1x105 conidios ml-1 (68). A comparación de
la cantidad o CL50 del hongo frente a las larvas de An. albimanus que obtuvo un valor de
3,26x105 conidios ml-1 (Tabla 1), el cual fue similar al valor de la CL50 de este hongo
previamente reportado para Aedes albopictus y Culex pipiens.
En una investigación se utilizó un producto comercial “Suneem” que contenía Azadirachta
indica al 1% frente a larvas de 3er estadio de Culex quinquefasciatus y se encontró una
mortalidad promedio del 60% a los dos días de ser aplicado, en el caso del hongo
Metarhizium anisopliae al cabo de 3 días se encontró una mortalidad promedio del 50%, por
otra parte se miró la interacción del extracto y el hongo en una cantidad de 50ml y 10mg de
esporas respectivamente y esta mezcla ocasionó una mortalidad mayor del 90% al pasar los
3 días; por consiguiente teniendo en cuenta los valores de la mortalidad frente a Culex
quinquefasciatus de forma independiente y combinada se puede decir que el efecto
combinado fue sinérgico (69), en una investigación se confirmó un aumento en la mortalidad
frente a Aedes aegypti al combinar estos dos bioplaguicidas en ese caso se utilizó un extracto
de Azidirachta indica “Base Neem” cuyo compuesto activo azadirachtina se encontraba al
0.12%, la dilución de este extracto 1 ppm ocasionó una mortalidad del 20% en las larvas al
cabo de 3 días mientras tanto el hongo Metarhizium anisopliae en una cantidad de 1x108
conidios ml-1 causo un 70% de mortalidad a comparación del efecto combinado del extracto
y del hongo en estas dos concentraciones que ocasionó una mortalidad aproximadamente del
90% en larvas de Aedes aegypti (56). El efecto sinérgico observado al combinar extractos de
Azadirachta indica y el hongo Metarhizium anisopliae frente a diferentes especies de
mosquito como en Anopheles albimanus (Tabla 2) corrobora que la combinación de estos
dos bioplaguicidas es efectivo en larvas de mosquitos por lo que se puede llegar a usar a largo
plazo conjuntamente como un potente biocontrolador de larvas de mosquitos, además el
efecto sinérgico encontrado al combinar el hongo M. anisopliae y el extracto A. indica frente
a las larvas de An. albimanus fue mayor a comparación de los estudios realizados en Culex
quinquefasciatus y Aedes aegypti.
El objetivo de este estudio fue conocer la dilución requerida del extracto de A. indica para
aumentar la mortalidad en las larvas de An. albimanus cuando se combina en diferentes
pág. 23

concentraciones con el hongo M. anisopliae, como se observa en la (Figura 4 y 5) en las 3
combinaciones probadas en este estudio se encontró un efecto sinérgico, pero se recomienda
usar la combinación de 1x103 conidios ml-1 junto a la dilución de 1 ppm del extracto debido
a que se usa una concentración baja del hongo y se llega al 100% de mortalidad de larvas en
An. albimanus al cabo de 5 días. Desde un punto de vista económico es beneficioso utilizar
pequeñas concentraciones que ocasionan una mayor mortalidad que los compuestos de forma
independiente. Se debe tener en cuenta que estos ensayos fueron realizados en laboratorio y
se deben realizar las respectivas pruebas en campo para conocer las condiciones y posibles
riesgos de estos larvicidas en el medio ambiente.
Conclusiones
Este estudio demuestra que la combinación de un biocida vegetal junto a un hongo
entomopatógeno puede tener muchos beneficios tales como aumentar la mortalidad de larvas
de An. albimanus en un periodo de 5 días a comparación de cada biocida de forma
independiente. Estos resultados pueden servir como base para incentivar futuros trabajos que
promuevan el uso de otros insecticidas no convencionales. Además se sugiere realizar una
investigación a fondo de los mismos insecticidas pero en condiciones de semi-campo.
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